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gn^ QJRS r>F. I J- V1TRES GENETT OI IKMENT MODIFTEES 

La presente invention concerne de nouvelles souches de levures exprimant 
une activite cytochrome P450 et leur utilisation. Elle se rapporte en particulier a des 
souches de levures capables de produire un systeme d'enzymes cytochromes P450 
5 humaines et les plasmides utilises pour leur construction. 

Les cytochromes P450 constituent une super famille d'enzymes 
membran aires. Ce sont des monooxygenases qui interviennent plus particulierement 
dans le metabolisme des xenobiotiques et des medicaments. 

Elles sont notamment utilisees dans : 

10 - le diagnostic in vitro de la formation de metabolites toxiques ou mutagenes 

par le metabolisme hepatique humain de molecules xenobiotiques naturelles ou 
artificieUes (poUuants medicaments ou additifs ). Ce diagnostic est primordial pour le 
developpement de nouvelles molecules pharmaceutiques, 

- Identification et la destruction de molecules toxiques ou polluantes de 
1 5 renvironnement et 

- la production de metabolites. 

Du fait de leur imputation, a la fois dans ces processus de detoxication et ces 
phenomenes de toxicite. ces proteines ont ete largement etudiees (Guenguerich. 1988). 

Toutefois, ces etudes se sont heurtees rapidement a des difficultes telle que 
20 1'etude de formes individueUes de cytochromes P450. Pour palUer a ces problemes, les 
systemes d'expression heterologues ont alors ete developpes. 

L'utUisation des cellules mammiferes comme hotes d'expression heterologue a 
ete developpee depuis 1986 (Zuber et al., 1986). Ces systemes ont l'avantage d'etre 
proches des cellules hepatiques (localisation majoritaire des cytochromes P450). mais 
25 souff rent malheureusement de bas niveaux d'expression. 
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En ce qui concerne les hotes procaryotes, tels que les bacteries, ils permettent 
certes d'avoir des quantites importantes de cytochrome P450 correctement replies 
(Barnes et al., 1991), mais avec ce type d'hotes on observe des modifications 
incontoumables de la partie 5'terminale exprimee de l'ADN (Doehmer & Greim, 
5 1992). 

En revanche le cholx d'hotes eucaryotes de type levure est tout 
particulierement avantageux : cet organisme pennet de se mettre dans des conditions 
proches de celles des cellules hepatiques humaines et conduit a un niveau d'expression 
en proteines eleve. En outre la levure possede sous forme endogene toute la 
10 machinerie enzymatique necessaire a l'expression des proteines membran aires, du type 
cytochrome P450, et de leurs enzymes associes, c'est ainsi qu'elle dispose dun 
cytochrome b5 et d'une NADPH-cytochrome P450 reductase, deux enzymes dont la 
presence est necessaire au fonctionnement du cytochrome P450. 

La levure offre done une solution avantageuse aux differents problemes 
15 (Oeda K. et ah, 1985; Pompon, 1988), puisque avec cet organisme : 

- les proteines exprimees n'ont pas besoin d'etre modifiees au niveau de leur 
sequence N-terminale (comme pour Texpression dans la bacterie) 

- on obtient des quantites raisonnables de cytochrome P450 heterologues 
pour differenies etudes biochimiques et structurales. 

20 - un systeme d 'enzymes associes y existe deja. 

Parmi les levures particulierement etudiees pour Texpression de proteines 
heterologues, on peut citer notamment Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida 
et Saccharomyces dont on connait bien la structure du genome. Differents systemes 
d'expression de cytochrome P450 dans des levures ont ete decrits dans la litterature. 

25 Dans les souches dites de premiere generation les cytochromes P450 ont ete 

exprimes a partir de plasmides et utilisent comme donneurs d 'electrons la NADPH- 
cytochrome P450 reductase et le cytochrome b$ endogenes de levure (Pompon, 1988; 
Cullin & Pompon, 1988). 



WO 97/1 0344 



PCT/FR96/01413 



3 

Une premiere amelioration de ce systeme a donne lieu a des souches dites de 
deuxieme generation ou la cytochrome P450 reductase de la levure a ete surexprimee 
(sous le controle du promoteur GAL10-CYC1) et un cytochrome b 5 humain 
coexprime (brevet WO93/02200et Truan et al.. 1993). Ces souches ont ainsi permis 
5 d'obtenir des activites enzymatiques du cytochrome P450 recombinant 5 a 60 fois plus 
importantes selon 1'isoforme que dans la souche de depart 

Toutefois les systemes existants ne donnent pas entierement satisfaction : soit 
ils ne permettent pas d'avoir une expression suffisante des proteines, soit les proteines 
obtenues ne sont pas assez proches du systeme humain. 

10 La presente invention a precisement pour objectif de proposer une troisieme 

generation de souche ne presentant pas les inconvenients precites. De maniere 
inattendue, la demanderesse a mis en evidence qu'il etait possible de remplacer 
simultanement la NADPH cytochrome P450 reductase et le cytochrome b5 de levure 
par leurs homologues humains. Ceci est d'autant plus surprenant que la disruption 

15 simultanee de ces deux genes etait connue pour etre letale chez la levure et que jusqu'a 
present il n'etait pas possible d'obtenir une souche viable ayant les deux genes deletes. 

Dans les souches revendiquees, la cytochrome P450 reductase et/ou le 
cytochrome b5 de levure ont ete substitues par leur homologue humain. Ceci permet 
tres avantageusement la creation d'un systeme tres proche des cellules hepatiques, 
20 etant donne que tout le systeme multienzymatique est alors de meme nature. 

Ce nouveau systeme, permet detudier leffet de la nature des partenaires 
redox des cytochromes P450 exprimes ainsi que les stoechiometries necessaires a des 
activites cytochrome P450 comparables a celles qui existent dans le foie. 

Le premier objet de l'invention reside done dans une souche de levure 
25 genetiquement modifies caracterisee en ce que: 

1° Les genes cod ant pour le cytochrome b5 endogene et pour la 
NADPH-cytochrome P450- reductase endogene ont ete inactives, 

2° Elle contient un acide nucleique codant pour la NADPH-cytochrome 
P450-reductase humaine. 
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3° EUe contient un aride nucleique cod ant pour le cytochrome b5 

humain. 

Les acides nucleiques utilises pour integrer dans la souche les genes cod ant 
pour le cytochrome b5 humain et la reductase humaine sont preferentiellement des 
5 ADNc. Les ADNc contenant la totalite de la sequence cod ante pour ces deux 
proteines ont ete isoles et sequences (pour la reductase humaine voir S Yamano et al. 
Mol. Pharmacol. 1989 vol. 36 : 83-8, et pour le cytochrome b5 humain voir M Miyata 
et ah Pharmacol. Res. 1989 vol. 21 : 513-20). 

Tout aussi preferentiellement la levure choisie est Saccharomyces cerevisiae 

10 Au sens de la presente invention, on entend par genes inactives, un gene 

rendu incapable de coder pour sa proteine naturelle. Lincapacite desdits genes a coder 
pour leurs proteines naturelles peut se mani fester soit par la production d'une proteine 
inactive en raison de modifications structurales ou conformationnelles, soit par 
Tabsence de production, soit par la production de la proteine naturelle a un niveau 

15 attenue. 

L'inactivation des genes natifs peut etre obtenue selon differentes methodes: 

- une deletion totale ou partielle du gene. Par deletion on entend toute 
suppression du gene considere. II peut s'agir d'une partie de la region codant pour la 
proteine et/ou de tout ou partie de la region promotrice de la transcription. 

20 - une ou plusieurs mutations ponctuelles dans le gene. Les mutations 

peuvent etre obtenues par un traitement a l'aide d'agents mutagenes, chimiques 
(comme les agents alkylants, bialkylants ou intercalants ) ou d'agents mutagenes 
physiques (rayons X JL _g J _ultraviolet), ou par mutagenese dirigee. 

- une insertion mutationelle par action d'enzymes de restriction qui vont 
25 interrompre le cadre de lecture du gene et Tinactiver et/ou, 

- une disruption genique par exemple selon le protocole initialement 
decrit par Rothstein (Meth. Enzymol. (1983)202], Dans ce cas, Tintegralite de la 
sequence codante sera perturbee pour permettre le remplacement par recombinaison 
homologue de la sequence sauvage par une sequence codant pour la proteine humaine 

30 correspondante. 



WO 97/10344 



PCT/FR96/01413 



Selon la presente invention, on utilise preferentiellement la methode de 
disruption genique comme decrit ci-apres. 

Pour la transformation des souches revendiquees en vu de leur faire exprimer 
des enzymes humains selon l'invention, differentes solutions sont envisageables ; d'une 
5 part on peut transformer une souche sauvage, dont 1'un des genes a ete inactive, par un 
plasmide replicatif contenant l'acide nucleique codant pour la proteine humaine 
correspondante. Dans ce cas l'acide nucleique n'est pas integre dans le genome de la 
levure. 

D'autre part on peut integrer un acide nucleique, sous la forme d'un ADNc 
10 comprenant la sequence codant pour la proteine humaine concemee, dans le genome 
de la levure. Dans ce cas. 1'integration peut se faire soit dans un locus connu sur ce 
genome correspondant a un gene marqueur, n'alterant ni les proprietes de reproduction 
de la levure ni la viabilite de celle-ci, soit a la place occupee par le gene natif inactive. 

L'acide nucleique codant pour la reductase de meme que 1'acide nucleique 
15 codant pour le cytochrome b5. peuvent done etre introduits dans la souche selon l'une 
de ces methodes. 

Selon la presente invention, pour ameliorer la stabilite de la souche et se 
placer dans des conditions plus favorables, on choisit de preference le mode de 
realisation consistant a integrer l'acide nucleique codant pour la NADPH -cytochrome 
20 P450-reductase humaine et/ou l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 humain 
dans le genome de la levure, un mode preferentiel de realisation de la presente 
invention etant d'integrer ces acides nucleiques en lieu et place des genes endogenes. 

Selon un autre mode prefere de realisation de la presente invention on integre 
le gene codant pour le cytochrome b5 humain dans un site intergenique pour un gene 
25 marqueur en particulier dans le site intergenique SPLl/leu2. 

Une autre caracteristique de l'invention reside dans une souche caractensee 
en ce que l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 humain est integre dans le 
genome. 
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Un mode de realisation parti culier de Tinvention consiste a faire figurer deux 
copie du cytochrome b5 dans la souche transformee. 

Un autre probleme rencontre par la demanderesse est celui de 1'expression des 
genes humaias dans la levure a un taux suff isant 
5 II est avantageux pour cela que ces genes soit mis sous le controle d'un 

promoteur de levure qui permet que ceux-ci soient exprimes. Ces promoteurs de 
levure peuvent, soit etre inducibles, soit etre constitutifs. Dans la presente demande 
on entends par promoteur constitutif un promoteur dont Texpnession est constante 
dans les conditions standard de culture. Selon la presente invention Tun au moins des 
10 genes humains est sous le controle d'un promoteur constitutif de levure. 

Ce promoteur est choisi parmi les promoteurs connus. On peut par exemple 
utiliser les promoteurs des genes de 1'isocytochrome CI (CYC1), de J'alcool 
dehydrogenase (ADHD, du facteur d'elongation de la transcription (TEF), de la 
glyceraldehyde phosphodehydrogenase de levure (ci-apres GAPDH) et de la 
15 phosphoglyceratekinase de levure (ci-apres PGK). 

Preferentiellement le promoteur est choisi paunrni le promoteur du gene de la 
glyceraldehyde phosphodehydrogenase de levure, le promoteur du gene de la 
phosphog I y cerate kinase de levure et le promoteur endogene du cytochrome b5 de 
levure. II est a signaler que dans un mode particulier de realisation de Invention le 
20 gene codant pour le cytochrome b5 humain est sous controle du promoteur endogene 
de Yb5. 

En ce qui concerne le promoteur inductible, il est choisi preferentiellement 
panmi les promoteurs GAL10 et CYC1-GAL10. 

Jusqu'a present on ne pouvait pas obtenir de souches haploides presentant les 
25 caracteristiques qui nous interessent c*est a dire les inactivations des genes endogenes 
pnecites et leur ^emplacement par des acides nucleiques codant pour les genes humains 
correspondant. II fallait rester sous forme diploide. L'un des avantage de la presente 
invention est de pouvoir travailler avec des levures haploides ce qui permet d'avoir une 
meilleure stabilite et d'eviter les recombinaisons non desirees. 
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Selon un mode preferentiel de realisation de 1'invention les souches sont done 
caracterisees en ce qu'elles sont haploides. 

Les souches selon 1'invention possedent au moins un acide nucleique codant 
pour le cytochrome P450 humain. Le dit acide nucleique sera de preference integre 
5 sur un plasmide. Les souches de levures hum ani sees selon 1'invention peuvent etre 
transformees selon les techniques habituelles par un plasmide d'expression de 
cytochrome P450 quelconque, pourvu que le dit plasmide soit compatible au niveau 
de ses marqueurs de selection avec les souches de levure developpees. En particulier 
de tels plasmides peuvent etre obtenus en clonant selon les regies de l*art la phase 
10 codante d'un ADNc codant pour un cytochrome P450 humain quelconque dans le 
polylinker de clonage du plasmide pYeDP60 (voir materiels et methodes). 

Le cytochrome P450 peut etre en particulier choisi parmi les cytochromes 
P450 humains 1A1. 1A2, 1B1, 2C8. 2C9, 2C18, 2C19. 2E1, 3A4, 3A5. Les souches 
hum ani sees selon la presente demande presentent des avantages mcontestables, par 
15 rapport aux levures sauvages et par rapport aux souches recombinantes prealablement 
developpees, pour 1'expression 

Un autre objet de 1'invention consiste en une souche de levure selon 
1'invention. dans laquelle on fera s'exprimer. en outre, 1'activite monooxygenase d'un 
cytochrome P450 humain porte par un plasmide. 

20 Un autre mode de realisation de 1'invention consiste a faire figurer la copie 

supplemental de l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 precedement 
decrite, sur un plasmide et notamment sur celui qui contient deja une copie de l'acide 
nucleique codant pour le cytochrome P450. Pour 1'obtention d'une activite optimaTe 
des P450. il est en effet particulierement avantageux de pouvoir realiser une 

25 stoechiometrie molaire relative au moins egale a 1/1 entre les niveaux d'expression du 
cytochrome b5 humain et du P450 humain. L'integration genomique d'une seule copie 
du gene du cytochrome b5 peut, dans certaines circonstances. s'averer insuffisante au 
regard du niveau eleve d'expression du P450, tel qu'il resulte de son expression a 
partir d'un plasmide multicopie selon 1'invention. La presente invention permet ainsi 

30 d'ameliorer encore l'efficacite du systeme en decrivant la construction d'une serie de 
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plasmides portant a la fois une cassette d'expression pour le cytochrome P450 
d'interet et une cassette d'expression pour le cytochrome b5. La structure particuliere 
de ces plasmides permet une expression stable, de haut niveau et de stoechiometrie 
adequate entre les deux cytochromes. Ces plasmides sont compatibles avec l'ensemble 
5 des souches decrites dans la demande. Leur usage peut egalement etre etendu a 
d'autres souches. 

La presente invention a pour objectif preferentiel de mettre au point une 
souche de levure repondant a toutes les caracteristiques precedernment decrites. 
Plusieurs intermedi aires sont decrits pour y parvenir. 

10 Dans la presente invention on pan preferentiellement de souches telles que 

decrites dans la litterature, et notamment : 

- de la souche W(AB) f decrite par Truant al t dont le gene cod ant pour le 
cytochrome b5 de levure (ci-apres Yb5) a ete disrupte. Pour ce faire on construit un 
vecteur ayant le gene marqueur HIS3 integre au niveau d'un site de restriction du gene 

15 du cytochrome b5. Ce vecteur est utilise pour transformer une souche HIS3" diploide. 
Les recombinants sont selectionnes, 

- de la souche W(R) dont le gene codant pour reductase de levure n'a pas ete 

inactive, 

- et de la souche W(hR), obtenue a partir d'une souche W(RA). par 
20 transformation par le vecteur pUP81 (fig 1 h Dans cette souche le gene codant pour la 

reductase de levure (ci-apres YRED) inactive a ete rernplace, par insertion d'une 
cassette contenant le promoteur inductible et la sequence codant pour la reductase 
humaine (ci-apres HRED). 

Ces souches sont croisees, puis sporulees et Ton selectionne les souches 
25 W(hR.AB) haploides qui sont deletees pour Yb5 et YRED et qui expriment la 
reductase humaine sous controle du promoteur GAL10-CYC1. 

A cet egard un autre objet de Tinvention consiste en une souche comprenant 
un acide nucleique codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine sous 
controle du promoteur GAL10-CYC1 et dont les genes codant pour le cytochrome b5 



WO 97/10344 



PCT/FR96/01413 



de levure et la NADPH-cytochrome P450-reductase de levure ont ete inactives 
(souche W(hR. AB)). 

Une autre souche preferee selon l'invention consiste en une souche identique 
a la precedente dans laquelle le promoteur inductible GAL10-CYC1 a ete remplace 

5 par le promoteur GAPDH. 

Ce remplacement peut etre effectue, par une transformation par le plasmide 
pAB2 (fig 4 ), construit a partir de pUP81 (fig 9 ), qui contient un ADNc codant pour 
la HRED sous le controle du promoteur constitutif de la GAPDH. Les transform ants 
sont selectionnes selon la methode decrite dans le brevet WO94/01564. La souche 
10 obtenue est designee par W(GhR,AB) Dans cette souche. la sequence codant pour la 
reductase humaine est sous le controle du promoteur constitutif de la GAPDH de 
levure et le cytochrome b5 et la YRED de levure sont inactives. 

Un autre objet de l'invention consiste en une souche caracterisee en ce que 
l'acide nucleique codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine est 
15 sous controle du promoteur du gene de la glyceraldehyde phosphodehydrogenase de 
levure. 

Une autre souche preferee selon l'invention est obtenue a partir de la souche 
W(hR.AB)par transformation par le vecteur pAB3 (fig 6 et 12 ) contenant la sequence 
codant pour le cytochrome b5 hum a in. 

20 On selections les levures ayant integre celle-ci. La souche ainsi obtenue est 

nominee W(hR.hb5). Cene souche possede les deux sequences codant pour les 
proteines humaines. 

Pour construire une souche particulierement avantageuse selon l'invention on 
transforme la souche W(GhR,AB) par le plasmide pAB3. de la meme maniere que 

25 precedemment. On obtient ainsi une souche W(GhJR,hb5) qui a les proprietes des deux 
precedentes a savoir qu'eUe exprime le gene codant pour la reductase humaine sous 
controle du promoteur de la GAPDH de levure et qu'eUe peut aussi exprimer le gene 
codant pour le cytochrome b5 humain sous controle du promoteur pYb5 de levure. 
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De maniere tout aussi preferentielle la demanderesse a construit une souche a 
partir de la souche W(hR r AB). Cette souche est transformee par le vecteur 
plasmidique pAPl (fig 8 et 13 ) prealablement linearise par Taction d'un enzyme de 
restriction. On selectionne les traxisformants qui ont integre la sequence cod ant pour le 
5 cytochrome b5 humain sous le controle du promoteur PGK (phosphoglycerate kinase) 
de levure, portes par pAPl, au niveau du site intergenique Ieu2/SPL1 du chromosome 
de la levure (fig 14 ). 

Cette souche porte dans la nomenclature de la demanderesse le nom W(hR f 
Lhb5). Elle peut exprimer la sequence cod ant pour la reductase humaine sous controle 
10 du promoteur pGALlO-CYCl et la sequence cod ant pour le cytochrome b5 sous le 
controle du promoteur PGK de levure. 

Un autre objet de Tinvention concerne une souche de levure caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un acide nucleique cod ant pour le cytochrome b5 humain 
sous controle du promoteur du gene de la phosphoglycerate kinase de levure. 

15 Tout particulierement on prefere la souche suivante. On part soit de la souche 

W(GhR f AB) que Ton transforme par le vecteur pAPl linearise. On selectionne les 
clones qui ont integre au site chromosomique precite Ieu2/SPL1 la sequence codant 
pour le cytochrome b5 humain sous le controle du promoteur PGK de levure. 

On obtient alors une souche W(GhR, Lhb5) contenant les sequences cod antes 
20 pour les deux genes humains sous controle de deux promoteurs constitutifs de levure. 

Un autre objet de I'invemion est caracterise en ce que, dans une souche, on a 

a la fois : 

- L'acide nucleique codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase 
humaine sous controle du promoteur du gene de la glyceraldehyde - 

25 phosphodehydrogenase de levure. 

- Et l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 humain sous controle du 
promoteur du gene de la phosphoglycerate kinase de levure. 

Un autre mode de realisation de I'invemion consiste a partir de la souche 
W(R) et de la transformer par le vecteur pAPl , apres selection on obtient une souche 
30 W(R, Lhb5,Yb5) 
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Preferentielement on part de la souche W(hR) que Yon transformera de la 
meme maniere, apres selection on obtient une souche W(hR, Lhb5. Yb5) 

Les souches construites selon la presente invention permettent la mise en 
oeuvre de precedes visant a revaluation de la toxicite des metabolites provenant de la 
5 degradation par le systeme enzymatique cytochrome P450 de nouveUes molecules 
chimiques. 

Un autre objet de I'invention concerne un precede devaluation de la toxicite 

d'un compose caracterise en ce que : 

- Le dit compose est mis en presence dune levure selon Invention ou dune 
10 preparation enzymatique derivee dune teDe levure, et on analyse les metabolites 

produits quant a leur toxicite. 

La presente invention permet de plus d'avoir un complexe enzymatique tres 
proche de celui existant dans les cellules hepatiques humaines. Ceci offre la possibilite 
de travaiUer in vitro dans de bonnes conditions d'expression des enzymes humains. 
15 Ainsi on peut determiner quels seront les metaboUtes resultant, chez l*homme, de la 
degradation par le complexe cytochrome P450. de nouveau composes chimiques. 

Un autre objet de Tinvention concerne une methode de determination in vitro 
des metabolites humain d'un compose chimique caracterisee en ce que : 

- Le dit compose est mis en presence dune levure selon 1' invention ou dune 
20 preparation enzymatique derivee dune telle levure, et on identifie les metabolites 

produits. 

La presente invention est decrite plus en detail a l'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

DESCRIPTIONS DES FIGURES 

25 Figure 1: plasmide pUP81. 
Figure 2: plasmide pPLlOO. 
Figure 3: plasmide f \B1. 
Figure 4: plasmide pAB2. 
Figure 5: plasmide pLIPl. 
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Figure 6: plasmide pAB3. 
Figure 7: plasmide pCD26. 
Figure 8: plasmide pAPl. 

Figure 9: construction de pAB2 a partir de pUP81 . 
5 Figure 10: construction de la soucheW(GhR,AB) avec pAB2. 

Figure 11: construction de la cassette hb5. 

Figure 12: construction de pAB3. 

Figure 13: construction de pAPl. 

Figure 14: construction de la souche W(GhR, Lhb5). 
10 Figure 1 5: Representation des pi asm ides pYeDP60, pYeDPl/1 0/hb5 et pYeDPl 10. 

Figure 16: Representation des plasmides pAP2, pAP3, pVDl, pVD2, pVD3, pVD4. 

Figure 1 7: Construction et structure de pAP4. 

Figure 18: Construction de pVDl. 

Figure 19: Construction de pVD2. 
15 Figure 20: Construction de pVD3. 

MATERIELS ET METHODES: 



1- Milieux: 

Voir tableau I page suivante. 
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Le milieu de sporulation est complete de maniere a complementer les differentes 
auxotrophies suivant les souches. 

(1) Le yeast nitrogen base (YNB) sans acides amines et sans ammonium 
provient de chez GIBCO BRL. Le sulfate d'ammonium de chez MERCK. L'agar 
5 allemand de chez ROHSTOFF Gmbh. L'adenine, le L-histidine et le L-tryptophane de 
chez SIGMA. La L-leucine et Turacile de chez CALBIOCHEM. Le D-glucose, le D- 
galactose, le glycerol et Tacetate de potassium anhydre de chez PROLABO. Le 
bactopeptone(B. peptone) et le yeast extract (YE) de chez DIFCO. 

Le N3 est tamponne avec un tampon phosphate a pH=6.2 obtenu en dissolvant 
10 89 g de Na 2 HP0 4 , 272 g de KH 2 P0 4 et 1 g de specilline dans 5 1 d'eau. 

Les milieux liquides ont la meme composition que les milieux solides sauf qu Us 
ne contiennent pas d'agar. 

Ringer: 0.9 % NaCl dans de 1'eau. 

2- Souches: 

15 - Levure : S. cerevisiae: 

W(N): MATa et a f leu2-3 t \\2 y his3-U, ade2-\ 9 trpj-l y ura3-\. W(N)a designe 
W(N) Mat a et W(N)a designe W(N) Mat a. 

W(AB): MATa et a, Ieu2-3M2, ade2-\, trplA 9 ura3-\ f Yb5: HIS3. W(AB)a 
designe W(AB) Mat a et W(AB)a designe W(AB) Mat a. 
20 W(hR): MATa et a_ /eu2-3.112, his3-ll. ade2-\, trpl-\ % YRED: [GAL10- 

CYC1 ::HRED]. W(hR)a designe W(hR) Mat a et W(hR)a designe W(hR) Mat a 

- Bacterie: 

E. coli DH5-1: supE44 f hddR17, recAl, gyrA96, thi-L relAl. 

3- Les vecteurs: 

25 - Plasmide pUP81 : la phase codante du gene de la cytochrome P450 reductase 

humaine obtenue par PCR avec les primers Nl et N2, est coupee par BamHl et Zfc/II, 
puis clonee dans le vecteur d'integration DPI 10 au niveau de son site BamHl, TATG 
du cote du promoteur GAL10-CYC1 (Urban et al., 1993). 
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Primer NI: 5'-GCggatccATGGGAGACAGTCACGTGG-3'(SEQ ID n°l), les 
bases 1 a 2 forment un GC clamp, les bases 3 a 8 (lettres minuscules) correspondent 
au site BamUl ajoute, les bases 9 a 17 et 21 a 27 sont respectivement homologues aux 
nucleotides 1 a 9 et 13 a 19 de la sequence de la phase ouverte de lecture du gene de 
la reductase humaine, les bases 18 a 20 (en caracteres gras) permettent de muter les 
nucleotides TCC en position 10 a 12 a partir de 1'ATG de la sequence codante de la 
reductase humaine. Cette mutation permet de detruire la structure en fourche de 
l'ARN transcrit dans les 20 premieres paires de bases, responsable de l'inhibition de la 
traduction chez la levure (Bairn et al., 1988). 

Primer N2: 5'-CGgaattcAGAT£TAGCTCCACACGTCCAGG-3'(SEQ ID n°2), 
les bases 1 a 2 forment un GC clamp, les bases 3 a 8 (lettres minuscules) 
correspondent au site EcoRl, les bases 9 a 14 (lettres soulignees) correspondent au site 
Bglll. les bases 14 a 16 (caracteres gras) correspondent au codon stop (brin 
complementaire) et les bases 13 a 31 sont complementaires aux nucleotides 2018 a 
2034 de la phase ouverte de lecture du gene de la reductase humaine. 

- Plasmide pFL26 (Bonneaud et al.. 1991). 

- Plasmide pPLlOO: ADE2/pFL (Stotz & Linder). Le gene ADE2 de levure a ete 
modifie afin de construire le vecteur pPLlOO. Le site Bglll interne du gene est detruit 
en mutant ladenosine en position 593. a partir de 1'ATG, en guanine. Cette mutation 
ne change ni la sequence en acides amines ni l'activite proteique. Un site Bglll est 
introduit dans la region 5'- du gene ADE2 en position -373 a partir du codon 
d'initiation. Le gene possede un site Bglll en position 1862 a partir de 1'ATG. Le 
fragment Bglll de 2241 pb est clone dans le vecteur pFL36 au site Bglll (Bonneaud et * 
al.,1991). 

25 - Plasmide "Blue-Script" est decrit dans le kit "pCR-Script™ SK<+) cloning 

kit" (Stratagene). 

4- Croisement: 

Les souches haploides de signes opposes (a ou a), sont cultivees separement en 
milieu complet YPGA. Les cellules sont ensuite diluees dans du Ringer a 10= 
30 cellules/ml environ. Un melange de 500 ml de chacune des deux suspensions de 
cellules haploides est prepare. A partir du melange. 50 ml de suspension sont etales sur 



20 
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milieu solide YPGA. Au bout de 8 h de croissance, les cellules sont sous-cionees sur 
un milieu selectif qui ne complemente que les auxotrophies presentes simultanement 
dans les deux parents. Ceci permet la croissance du diploide issu du croisement, rnais 
pas des haploides d'origine. Au bout de deux jours de croissance, les clones diploides 
5 qui apparaissent sont repiques sur le meme milieu selectif. 

5- Sporulation: 

Les cellules diploides sont repiquees sur un milieu de sporulation solide 
complemente par les rnarqueurs d'auxotrophie du diploide. Au bout de 3 jours de 
sporulation, les spores sont dissequees. 

10 6- Dissection des spores: 

Technique dite en vrac: 

les spores sont diluees dans des tubes Eppendorff de 1,5ml, a 5.10 8 cellules/ml, 
dans de Teau contenant de la zymolyase 10.000 (Seikagaku Kogyo Co., Tokyo, Japan) 
a 100 mg/ml, puis incubees pendant 30 min a 28°C. Un aliquot de 500 ml est 

15 centrifuge a 10.000 rpm pendant 1 min. Le culot cellulaire est repris dans 1 ml d'eau, 
centrifuge et repris dans 100 ml d'eau. Les cellules sont agitees au vortex pendant 2 
min. Le tube est rince a 1'eau en le retournant 2 a 3 fois. Au bout de 5 ringages, les 
spores qui sont hydrophobes, adherent aux parois du tube, alors que les cellules 
vegetatives diploides restent en suspension et sont eliminees par ruK^age. Les spores 

20 sont ensuite resuspendues dans une solution de 0.01 % (v/v) Nonidet P-40 (Sigma). 
Le detergent est elimine apres centrifugation. Les spores purifiees sont reprises dans 
du Ringer et etalees sur milieu selectif solide. 

Microdissection: 

Les spores sont incubees dans une solution (a 55 % glycerol) de cytohelicase 
25 (Biosepra) a 0.5 g/1 pendant 15 min a 22°C, puis etalees sur un morceau d'agar 
prealablement decoupe et depose sur une lamelle. La lamelle est ensuite deposee a 
Tenvers sur une chambre de microdissection. Les quatres spores, contenues dans une 
tetrade, sont separees sous microscope a Taide du micromanipulateur. L*agar, 
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supportant les tetrades ainsi dissequees, est deposee sur une boite de milieu complet 
YPGalA. 

7- Clonage du promoteur GAPDH: 

Amplification par PCR: 
5 L'ADN du promoteur du gene de la glycerol dehyde phosphodeshydrogenase de 

levure a ete clone par la technique de la PCR a partir de 100 ng d'ADN genomique de 
S. cerevisiae W(N) prepares suivant la methode decrite (Bellamine et al., 1994), en 
utilisant comme amorces 50 ng des primers N3 (SEQ ID n°3) et N4 (SEQ ID n°4) 
(Fig 9 ). ^amplification est faite avec 2,5 U de Pfu ADN polymerase native 
10 (Stratagene). La reaction de polymerisation a lieu dans 50 ml d'une solution 20 mM 
Tris-HCl. 10 mM KC1, 6 mM (NH4)2S04. 2 mM MgCl2 0,1 % Triton X-100, 10 
mg/ml de "serum albumin" sans nuclease et 200 mM de chacun des quatre 
desoxynucleotidetriphosphates (dNTP). Les conditions de PCR sont les suivantes: 

2precycles: 95°C 10 sec 

15 40°C 50 sec 

60°C 5 sec 

74°C 2 min 

25 cycles: 95°C 5 sec 

48°C 50 sec 

20 65°C 5 sec 

74°C 2 min 

Les sequences des primers sont: 

- Primer N3: 5'-CCaagcttGAGTTTATCATTATCAATACTCG-3'(SEQ ID n°3). 
les deux premieres bases forment un GC clamp, les lettres en minuscules 

25 correspondent au site Hindlll, les bases allant de 9 a 31 sont homologues aux 
nucleotides -673 a -650 de la sequence du promoteur du gene GAPDH. 

- Primer N4: 
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S^CggatccTATTTATGTGTGTTTATTCGAAACTAAGTTCTTGG-S^SEQ ID 
n°4), les lettres en minuscules correspondent au site BamHl, les bases allant de 8 a 42 
sont complementaires aux nucleotides -6 a -48. 

La taille de l'ADN amplif ie est de 691 pb. 
5 26 ml d'acetate d'ammonium 7,5 M et 4 ml d'eau sont rajoutes au 50 ml du 

produit PCR. Le melange est precipite par 80 ml d'ethanol pendant 10 min a 22°C. 
L'ADN precipite est centrifuge a 10.000 rpm pendant 10 min. Le culot est lave a 
1'ethanol 70 % (v/v), seche, et repris dans 20 ml d'eau. 

Un aliquot de 10 ng de cet ADN est clone au site Srfl du vecteur Blue Script du 

10 kit "pCR-Script™ SK(+) cloning kit" suivant les recommandations du vendeur 
(Stratagene). Les clones sont tries par restriction Pvull. Ceux qui donnent des 
fragments PvuU a 2513 et 1 139 pb, sont sequences sur 100 pb au niveau de la jonction 
entre l'ADN clone et le vecteur Blue-Script avec le kit: Sequenase Version 2.0 DNA 
Sequencing Kit U. S. B. (Amersham). Ces constructions sont appelees pABl. 

15 Clonage du promoteur GAPDH dans le vecteur d'integration pUB8l: 

le clone pABl est coupe par Hindlll. Cene coupure genere un site bout collant 
qui est rempli grace au fragment de Klenow de la DNA polymerase (Biolabs). Le 
vecteur pABl ainsi linearise (fragment de 3652 pb) est ensuite coupe, a son extremite 
5'par BamHl puis clone dans le vecteur pUP81 entre les sites EcoRV et BamHl. Lors 

20 de la ligation, le site Hindlll rendu bout franc, s'adapte au site ZfcoRV qui est bout 
franc, alors que les deux demi-sites BamHl du fragment pGAPDH et du vecteur 
d'integration pUP81 , se lient entre eux. Le site £coRV a ete choisi pour disrupter en 
meme temps le gene URA3 (Fig 9 ). Les clones sont tries par restriction enzymatique 
avec les enzymes Pstl et BamHl. Ceux qui donnent des fragments d'ADN de 600 et 

25 800 pb en plus des fragments 60, 104, 197, 385, 440 et 2564 pb (fragments qui 
existent dans le vecteur pUB81), representent les vecteurs pUP81 contenant l'ADN du 
promoteur GAPDH. Cette construction est appelee pAB2. Trois clones contenant le 
plasmide pAB2 sont verifies par sequengage sur 100 pb avec le primer N3(SEQ ID 
n°3) a partir de Textremite 5'de l'ADN du promoteur du gene GAPDH. 

30 8- Construction de la cassette d'integration du cytochrome b5 humain au 

locus YCYB5: 
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Cette construction a ete faite en trois PCR differentes. 

Dans la premiere PCR (PCR 1). les 353 pb de lextremite 3'du promoteur du 
gene du cytochrome b5 de levure (Yb5), ont ete amplifiees en utilisant les primers N5 
(SEQ ID n°5) et N6 (SEQ ID n°6) et 1'ADN genomique de levure W(N): 
5 - Primer N5: 5-ggatccGAGCGGGTAATAGCCTGGAG1TTCC-3'(SEQ ID 

n°5). comporte un site BamHI a partir de son extremite 5'(en lettres minuscules). Ce 
primer est homologue. de la base 7 a 31. aux nucleotides -331 a -306 de la phase 
ouverte du promoteur du gene du cytochrome b5 de levure. 

- Primer N6: 

10 5'-ccgactgctctgccatG ATTGTTTG ATATTTTATGTTGTAGTTG ATTG - 

3*(SEQ ID n°6). comporte a partir de son extremite 5': base 1 a 16 la sequence 
complementaire aux 16 premiers nucleotides de l'extremite 5' de la phase ouverte de 
lecture du gene du cytochrome b5 humain (lettres minuscules), base 17 a 49 la 
sequence complementaire aux nucleotides -1 a -32 du promoteur du gene du 

15 cytochrome b5 de levure. 

Le fragment amplifie fait 375pb. 

Dans la deuxieme PCR (PCR 2), les 147 demieres pb de la partie 5'du 

terminateur du gene du cytochrome b5 de levure ont ete amplifiees par les primers N7 

(SEQ ID n°7) et N8 (SEQ ID n°8): 

20 - Primer N7: 

5-cctatacatggcagaggactgaATTCrrTTTCTTCCAGAATAGCCCACAC- 

3"(SEQ ID n°7), comporte a partir de son extremite 5': base 1 a 22: sequence 
homologue aux nucleotides 383. a 405 de la phase ouverte du gene du cytochrome b5 
humain (lettres minuscules), base 23 a 50 la sequence homologue aux nucleotides l a 

25 28 du terminateur a partir du codon stop. 

- Primer N8: 5'-GGagatctGTGACATACTTCTATGCGATATAG-3'(SEQ ID 

n°8). comporte de la base 1 a 2 un GC clamp et un site Bgl\\ de la base 3 a 8 (en 
lettres minuscules). Ce primer est complementaire. de la base 9 a 32, aux nucleotides 1 
a 147 de la phase ouverte du terminateur du gene YCYB5 de levure a partir du codon 
30 stop. 

Le fragment amplifie fait 180 pb. 
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Dans les PCR 1 et 2, l'ADN genomique de la levure W(N) est utilise comme 
matrice. 

Dans une troisieme PCR (PCR 3), 4 amorces sont utilisees: 

- Deux cents nanogramme des produits des deux premieres PCR (375 et 180 pb) 
sont utilises comme amorces et 100 ng d'ADN de la phase codante du cytochrome b5 
humain comme matrice (Fig 11 ). Ceci permet d'avoir la cassette d'integration du b5 
humain (CEH) mais en faible quantite. 

- Le produit de cette PCR est ensuite amplifie par les amorces N5 (SEQ ID n°5) 
et N8 (SEQ ID n°8), ceci a permis d'avoir la cassette d'integration en plus grande 
quantite. Le produit de fusion est traite apres amplification a la Pfu polymerase en 
presence de dNTP 0,2 mM pendant 30 min a 76°C. Le fragment obtenu fait 917 pb. 
Les amplifications sont faites a la Taq polymerase (Appligene). 

Les programmes PCR utilises sont les suivants: 



PCR 1 et PCR 2: 



15 



2 precycles 



88°C 



20 



30 cycles 



95°C 
42°C 
60°C 
74°C 

95°C 
50°C 
65°C 
74°C 



88°C 



3 sec 

10 sec 

2 min 

3 sec 

2 min 30 sec 

3 sec 

5 sec 

1 min 

3 sec 

2 min. 



25 



PCR 3: 



3 precycles 



95°C 
40°C 
60°C 



88 c 



3 sec 



10 sec 
5 min 
3 sec 
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15 cycles 88°C 3 sec 



74°C 


3 min 


88°C 




95°C 


5 sec 


45°C 


2 min 


65°C 


3 sec 


74°C 


2 min. 



La cassette ^integration ainsi construite (CIH), est clonee dans le vecteur 
pCRScript au niveau du site Sfrl. Le clone obtenu pLIPl est controle par sequencage 
sur 200 pb au niveau des deux jonctions: du promoteur et du terminateur du gene 

10 YCYB5 de levure et de la phase codante du gene du cytochrome b5 humain . Afin de 
ralonger les pieds de recombinaison pour que l'integration de la cassette d'integration 
du b5 humain se fasse correctement. une nouveUe cassette d'integration comportant la 
phase codante du gene du cytochrome b5 humain et la totalite du promoteur et du 
terminateur du gene YCYB5 de levure a ete construite a partir du fragment 

15 BamYWIBgm de 917 pb du vecteur pLIPl . Le vecteur YCYB5/YEP352 qui contient 
la totalite du gene YCYB5 de levure (Truan et al.. 1994), est coupe a un site unique 
CUxl. Ce fragment linearise est cotransforme dans la souche W(N)a avec le fragment 
BamHVBgWl de 917 pb du vecteur pLIPl. La linearisation du vecteur 
YCYB5/YEP352, etant au niveau de la phase codante du gene YCYB5, le 

20 cytochrome b5 de levure sera substitue par le cytochrome b5 humain a la suite dune 
recombinaison homologue dans la levure (Fig 12 ). La selection des recombinants se 
fait grace a la recircularisation du vecteur d'expression (Bellamine et al., 1994). Le 
nouveau vecteur pAB3 est recupere a partir de la levure puis amplifie dans la bacterie 
E. coli selon la methode decrite (Bellamine et al., 1994). 

25 9- Construction de la cassette d'integration du cytochrome b5 humain au 

site intergenique leu2D/SPLl : 

Une cassette permettant d'integrer le gene du cytochrome b5 humain a proximite 
immediate du gene LEU2 dans la region intergenique avec 500 pb du gene SPL1 a ete 
construite en deux etapes: 
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- Construction du vecteur pCD26: a partir du vecteur pFL26 (Bonneaud et al. t 
1991) portant a la fois le gene LEU2 et 500 pb du gene SPL1, un site Notl a ete 
introduit en trois PCR (Figl3). 

Dans la premiere PCR, les 704 pb de la partie 3'- du gene LEU2 sont amplifiees 
5 en utilisant les primers N9 (SEQ ED n°9) et N10 (SEQ ID n°10): 

- Primer N9: 5'-TTG AAG GTTC AA C ATC AATTG ATTG - 3 (S EQ ID n°9)'est 
homologue aux nucleotides 2190 a 2214 du vecteur pFL26 qui correspondent a la fin 
de la phase ouverte du gene LEU2 (la numerotation, au niveau du vecteur pFL26, est 
faite a partir du nucleotide 1 place a 417 pb en arnont du site BamHl). 

10 - Primer N10: S'-GTGTGgcggccgcCTCCTTGTCAATATTAATGTTAAAG- 

3*(SEQ ID n°10), comporte a son extremite 5'-, cinq bases complementaires aux 
nucleotides 2890 a 2894 du vecteur pFL26, un site Notl de la base 6 a 13 et une 
sequence com piemen ta ire des nucleotides 2857 a 2881 de la base 14 a 38. 

Dans la deuxieme PCR, les 347 dernieres pb de la partie 3'du gene SPL1 sont 

15 amplifiees en utilisant les primers Nl 1 (SEQ ID n°l 1) et N12 (SEQ ID n°12): 

- Primer Nil: 5 , -CAAGGAGgcggccgcCACACAAAAAGTTAGGTGT-3'(SEQ 
ID n°ll), comporte a son extremite 5\ sept bases complementaires des nucleotides 
2875 a 2881 de la sequence du vecteur pFL26, un site Notl de la base 8 a 15 et une 
sequence homologue aux nucleotides 2889 a 2908 du pFL26, de ia base 1 6 a 34. 

20 - Primer N12: S -TCTGCTTCCCTAGAACCTTCTTATG ^XSEQ ID n°12) est 

complementaire des nucleotides 3198 a 3222 de Textremite 3'du brin codant pour la 

phase ouverte du gene SPL1 dans le vecteur pFL26. 

Dans la troisieme PCR, 100 ng des deux fragments issus des deux premieres 

PCR (ay ant 20 pb de chevauchement qui contiennent le site Notl), sont utilises comme 
25 matrice et les primers N9 et N12 comme amorces. Les 1031 pb amplifiees sont clonees 

dans le vecteur pFL26 aux sites Nsil et BstXl pour dormer le vecteur pCD26. 

Les amplifications sont faites a la Taq polymerase Appligene. Les deux 

premieres PCR utilisent le meme programme que les PCR 1 et 2 du paragraphe 8, la 

PCR 3 utilise le programme suivant : 
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30 cycles. 



95°C 


10 sec 


60°C 


5 sec 


45°C 


1 min 


65°C 


5 sec 


74°C 


2 min 



- Construction du vecteur d'integration pAPl: A panir du plasmide pUP12 
prealablement construit (Urban et al.. 1990). la cassette d'expression du cytochrome 
b5 humain sous le controle du promoteur et du terminates du gene PGK 

10 (phosphoglycerate kinase) de levure. est recuperee grace a une coupure 
BamHVHindm. Ce fragment de 2400 pb est rendu bouts francs grace a la Mung Bean 
nuclease (Biolaps). puis clone dans le vecteur pCD26 coupe au site Noll rendu bout 
franc grace au fragment de Kleno* de la DNA polymerase (Fig 13 ). Les clones qua 
donnent des fragments de restriction Ps* de 5154 et 2904 pb denommes pAPl sont 

15 utilises pour 1'integration. 

10- Vecteurs de transformation par cytochrome P450 

Le plasmide P YeDP60 est un vecteur navette (bacterie. levure) de 9265 pb 
possedant les origines de replication ori E coli et ori 2 le gene bla qui code pour 
la resistance a rampicilline. les genes URA3 et ADE 2 qui sont des marqueurs de 
20 complementations d'auxotrophie. un promoteur hybride GAL10-CYC1 inductible en 
presence de galactose et le terminates de transcription du gene PGK. Un polyhnker 
comprenant entre autres les sites de restriction BamW. KpnI. EcoRl est insere entre 
promoteur et terminates de transcription a fin de clonage dun ADNc a expnmer. 

Les plasmides 1A1/V60 et 3A4/V60 correspondent au vectes V60 dans lequel 
25 les phase codante des ADNc codant respectivement pour les cytochromes P450 1A1 
et 3A4 humains ont ete inseres sous controle du promotes GALlO-CYCl et du 
terminates de transcription PGK. 

11- Milieu de culture pour la transformation des souches de levure. 
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Milieu YPGE 

- extrait de levure 10 g/1 

- bactopeptone 10 g/1 

- glucose 5 g/1 

5 - ethanol 30 ml/1 

Milieu SW6: 

- base azotee de levure (Difco) 7g/l 

- Glucose 20 g/1 

- Casaminoacide (Difco) lg/1 
1 0 - Tryptophane 20 mg/1 

-Agar 15 g/1 (pour les milieux solides uniquement). 

Pour le milieu galactose correspondant (SW5) le glucose est remplace par le 
galactose a la meme concentration. 

12- Preparations des fractions microsomales. 
15 12.1 Transformation. 

Les levures sont transform ees par les plasmides 1A1/V60 ou 3A4/V60 selon la 
methode standard dite au "chlorure de lithium". Les transform ants sont selectionnes 
sur un milieu de culture de levure glucose synthetique depourvu d'adenine et d'uracile 
(SW6) auquel est additionne les nutriments necessaires pour complementer les 
20 auxotrophies residuelles selon la souche utilisee (voir genotype des souches).Une forte 
proportion des transform ants prim aires selectionnes sur le milieu glucose ne poussent 
pas sur un milieu minimum de culture galactose. Seuls les clones qui se developpent 
correctement sur milieu galactose sont conserves 

12.2 Preculture: 

25 les clones selectionnes sont repiques sur milieu minimum non inducteur glucose 

selectif pour le plasmide ( generalement milieu SW6), puis incubes une nuit a 28 °C, 
dans 20 ml du meme milieu liquide. 
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12.3 Culture: 

250 ml de milieu YPGE sont ensemences avec la preculture et incubes sous 
agitation a 28 °C jusqu'a obtenir une densite cellulaire comprise entre 8 et 9.6 10 7 
oeUules/ ml. Du galactose est ensuite rajoute a une concentration de 20 g/1. et la 
5 culture est incubee a 28°C pendant la nuit. de facon a obtenir une densite ceUulaire de 
2 10 8 cellules/ml. La presence de galactose permet l'induction du cytochrome P450 et 
des autres genes dependant du promoteur GALIO-CYCI. 

1 2.4 Fractionnement des cellules; 

les cellules sont centrifugees et lavees dans du tampon TE pH 7,4 (Tris-HCl. 50 
10 mM; EDTA 1 mM); KC1 0,1 M, et remises en suspension dans du tampon TE pH 7,4; 
Sorbitol 0.6 M. Afin de casser les cellules, des billes de verre sont ajoutees et les tubes 
sont vigoureusement agites de bas en haut pendant 5 min a 4°C. Les etapes suivantes 
sont effectuees a 4°C. La suspension de cellules cassees est recuperee et les bUles sont 
lavees plusieurs fois avec le meme tampon. Afin d'eliminer les debris ceUulaires, les 
15 noyaux ainsi que la fraction mitochondriale. deux centrifugations respectivement de 3 
min a 3500 rpm et 10 min a 15 000 rpm sont effectuees. Pour precipiter les 
microsomes, le surnageant est incube en presence de NaCl (0.1 5M final) et de PEG 
4000 (10% final) pendant 15 min dans la glace. Apres une centrifugation de 10 min a 
10000 rpm le culot de microsomes est recupere dans du tampon TE pH 7.4 ; 20 % 
20 glycerol. La preparation de microsomes est aliquotee et stockee a -80°C. 

1 3- Dosage du cytochrome P450 

La concentration en cytochrome P450 dans les fractions microsomales est 
determine* spectralement. Le cytochrome P450 a doser est dilue dans du tampon TE 
pH 7.4 (environ 1 mg de proteines microsomales par ml) et reduit par quelques grains 
25 de dithionite de sodium. Apres enregistrement de la ligne de base (cytochrome P450 
reduit contre cytochrome P450 reduit), quelques bulles de CO sont ajoutees a la cuve 
de mesure et le spectre differentiel est mesure entre 400 et 500 ran. Le CO forme un 
complexe stable avec le fer reduit du cytochrome P450, ce complexe presente un 
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maximum d'absorption caracteristique a 450 run. Le coefficient d'absorption _6M 
(450-490 nm) est de 91 mM' 1 . cm" 1 . 

14- Dosage des proteines microsomal es 

Le dosage des proteines totaJes est realise avec le kit de dosage PIERCE-BCA 
5 dans les conditions donnees par le fabricant La serum albumine bovine est utilisee 
comme standard. 

15- Activites catalytiques des cytochromes P450 
15JTests d'activite EROD sur microsomes 

Le cytochrome P450 1A1 catalyse la O-desethylation de la 7-ethoxyresorufine. 
10 Le produit de la reaction, la resorufine (7-hydroyphenoxasine), apres excitation a 530 
nm, fluoresce a 586 nm. La quantite de resorufine formee par unite de temps 
correspond a la vitesse d' accumulation de la resorufine. 

Le melange d' incubation comprend: 

- 2 pi d'une suspension microsomale (entre 20 et 50 |^g de proteines 
15 microsomales) dans 1 ml de tampon TE pH 7,4, contenant du NADPH 50 fiM et 2,5 
de 7-ethoxyresonufine. Pour determiner Teffet du cytochrome b5 de lapin sur 
l'efficacite catalytique, les fractions microsomales sont prealablement incubees au froid 
en presence d un exces de cytochrome purifie. 

15.2 Test d'activite THL sur microsomes: 6B-hvdroxyIation de la 
20 testosterone 

La testosterone est une hcMmone steroide hydroxy lee en position 68 par le 
cytochrome 3A4. Le milieu d' incubation comprend 100 [xg de proteines microsomales 
dans 0,25 ml de tampon Tris 50 mM, 1 mM EDTA pH 7,4 ou phosphate de sodium 50 
mM pH 7.4, contenant du NADPH 50 j^M, de la testosterone 80 |iM (a partir d'une 
25 solution mere 5 mM dans Tethanol), en absence ou en presence d'un exces de 
cytochrome b5. 
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Les incubations ont lieu pendant 10 min a 28°C ou 37°C. La reaction est arretee 
par addition de 10 pi de TFA 50% dans l'eau. La procedure d'extraction est la 
suivante: 

-addition de 500 pi de dichloromethane 
5 -agitation au vortex a la vitesse maximale pendant 1 min 

-centrifugation pendant 5 min a 10 OOOrpm 
-elimination de la phase aqueuse superieure 
-evaporation de la phase organique sous flux d'azote. 

Le residu sec est repris avec 20 pi de methanol, puis 20 pi d'eau sont ajoutes. La 
10 moitie est mjectee dans une colonne HPLC de phase inverse SPHER1-5RP-18.5 pm 
(100 x2,l mm) en utilisant comme eluant racetonitrile a 1 rru/min. La composition en 
acetonitrile du gradient dilution varie de 10% (vol/vol) a 0 min jusqu'a 60% a 8 min.- 
La detection est effectuee a 254 nm. Les temps dilution sont 6 min 20s pour la B- 
hydroxytestosterone et 8 min pour la testosterone. 

15 EXEMPLES 

Exemple n°l : Construction de la souche W(hR, AB): 

La souche W(AB)a (qui pousse sur milieu W0ABIF) et la souche W(hR)a (qui 
pousse sur milieu W0ADIF) sont croisees entre elles et le diploide est selections sur 
milieu glucose W0AIF. Ce milieu est letal pour chacun des haploYdes et non pour le 

20 diploYde W(hR/YR. Yb5/AYb5). Les clones diploides sont sous-clones sur le meme 
milieu selectif. Apres sporulation. les tetrades sont dissequees soit par microdissection 
soit par dissection en vrac. Les spores cultivees sur milieu YPGalA sont ensuite 
repiquees sur differents milieux selectifs contenant du galactose comme source "de 
carbone, af in de tester les auxotrophies des differentes spores. Les clones de levure qui 

25 poussent sur milieu galactose et qui sont prototrophes pour l'uracile et Vhistidine 
correspondent a la souche W(hR, AB). Ces levures ne poussent plus quand on 
remplace sur le meme milieu le galactose par le glucose car, dans ces conditions, la 
reductase humaine ne s'exprime pas. Ces souches etant alors deficientes a la fois en 
reductase et en b5 de levure (dont le gene est disrupte). ne poussent pas car la double 
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deficience est letaJe (Tman et al., 1994). Quatre clones sont retenus pour la suite: Spl 
et Sp2 obtenus par microdissection, et CI et C2 obtenus par dissection en vrac. 

Exemple n°2 : Construction de la souche W(GhR, AB): 

Le vecteur d'integration du promoteur GAPDH pAB2 coupe par NotI, est utilise 
5 pour transformer la souche W(hR, AB)a. Le vecteur pPLlOO est utilise comme 
marqueur de cotransformation (10 a 15 ng d'ADN du vecteur pPLlOO pour 2 mg 
d'ADN du vecteur pAB2). Les transformants sont selectionnes sur milieu WOBDIF. 
Les clones passent par 3 series de cribles: 

- Une selection de Tauxotrophie a l'uracile: les transform ants sont repiques sur 
10 milieu WOABDIF, puis sur milieu WOADIF pour reperer les clones qui ne poussent 

pas en absence d'uracile. La perte du gene URA3 suggere que le promoteur GAPDH a 
remplace le promoteur GAL10-CYC1, car Integration du promoteur GAPDH a la 
place du promoteur GAL10-CYC1 inactive en meme temps le gene URA3 qui est en 
amont du promoteur. 25% des transformants ne poussent pas en absence d'uracile (Fig 
15 10). 

- La deuxieme selection: pour verifier 1'activite de la reductase humaine exprimee 
sous le controle du promoteur GAPDH, la resistance au ketokonazole des clones 
W(GhR, AB) a ete evaluee (Brevet n°WO94/01564). Trois clones differents ont une 
resistance au ketokonazole de 20 mg/ml alors que la souche W(hR), dans laquelle la 

20 reductase humaine est exprimee sous le controle du promoteur GAL10-CYC1, a une 
resistance de 1 a 5 mg/ml dans les memes conditions . 

- Troisieme selection: afin d'estimer le niveau d'expression de la reductase 
humaine dans la souche W(GhR, AB), la reduction du cyctochrome c par la reductase 
contenue dans les fractions microsomales des trois clones etudies est mesuree (Truan 

25 et al., 1993). Suivant les conditions de culture, la reduction du cytochrome c est de 1,5 
a 3 fois plus importante que la souche W(hRh 

- Test de respiration: les clones obtenus sont repiques sur milieu solide N3 afin 
de tester leur phenotype respiratoire. Les trois clones ne poussent pas sur N3. Us sont 
done phenotype respiration negative. Pour les rendre [respiration positive], ces clones 

30 sont croises avec une souche de phenotype respiration positive W(hR)a. Le diploide 
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obtenu W(GhR/hR, AB/Yb5) est selections sur milieu WOAIF. Apres spomlation et 
dissection en vrac, l'ADN genomique des haploides est prepare puis une PCR utilisant 
les primers N13 (SEQ ID n°13> et N14 (SEQ ID n°14) est effectuee sur cet ADN. 

- Primer N13: 5'-CAGATCTGCATGCCTAAAGTTTACAGTTACC-3'(SEQ ID 
5 n°13), les bases 1 a 30 sont homologues aux 30 nucleotides de l'extremite 5'- de la 

phase de lecture du gene YCYB5 de levure. 

- Primer N 14: 

5'.CGGATTCTGCAGTTATTCGTTCAACAAATAATAAGCAACACC- 
3'(SEQ ID n°14), les bases 1 a 42 sont complementaires des nucleotides 321 a 363 du 

1 0 brin cod ant pour le b5 de levure. 

Parmi six clones analyses, trois clones ont une bande amplifiee a 363 pb (la 
phase codante du gene du cytochrome b5 de levure), les trois autres clones ont une 
bande de 2063 pb qui correspond a la somme de la taiUe du gene HIS3 (1700 pb) et la 
taiUe de la phase ouverte du b5 de levure (363 pb). Ces clones sont sous-clones sur 

15 milieu solide W0ABIF pour tester leur auxotrophic vis-a-vis de rhistidine. Tous les 
clones poussent en absence d'histidine alors que 50 % d'entre eux (ceux qui ont la 
bande PCR amplifiee a 363 pb) sont senses etre auxotrophes a rhistidine. Dans la 
souche d'origine W(N), le gene his3-U est mute. Lors de la construction de la souche 
W(AB) (Truan et al.. 1993), la disruption du gene YCYB5 de levure par integration 

20 du gene HIS3 dans la phase codante du YCYB5 s'est probablement accompagnee par 
une deuxieme integration du gene HIS3 a un autre locus. Ceci aurait conduit a la 
construction dune souche (W(AB)) qui contient deux copies fonctionnelles du gene 
HIS3. La segregation du gene HIS3 ne serait plus du type 2/2. Ceci pourrait expliquer 
le resultat obtenu. Deux de ces clones sont retenus pour la suite (Bl et B2) . 

25 Exemple n°3 : Construction de la souche W(hR, hb5): 

Les 4 clones SPl , SP2. CI et C2 sont cultives en milieu complet liquide YPGal A 
et transformes par le fragment Pvull de 2022pb du vecteur pAB3 (Fig 12 ). Les 
transformants sont etales sur milieu YPGA. La selection des integrants se fait sur la 
capacite du cytochrome b5 humain a sauver de 1= letalite la souche W(hR. AB) sur 
30 milieu glucose. Les clones qui ont pousse sont regroupes par lots. L'ADN genomique 
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de chaque lot est prepare. Une PCR utilisant les primers N5 (SEQ ID n°5) et N15 
(SEQ ID n°15) est effectuee (memes conditions que les PCR 1 et 2 du paragraphe 8). 
Les lots qui donnent une bande amplifiee a 758 pb, sont analyses individuellement par 
PCR. Un clone ayant integre la cassette d'expnession du cytochrome b5 humain au 
5 locus YCYB5, W(hR, hb5), est obtenu a partir du clone initial W(hR, AB) Spl. 

- Primer N15: S'-CCgaancTGATCAGTCCTCTGCCATGTATAGG^HSEQ ID 
n°15), bases 1 a 2: GC clamp, les bases 3 a 8 correspondent au site EcoRl (lettres 
minuscules), les bases 9 a 14 correspondent au site Bell, les bases 12 a 14 
correspondent au codon stop et les bases 15 a 33 sont complementaires des 
10 nucleotides 386 a 405 de la phase ouverte de lecture du gene du cytochrome b5 
humain. 

Exemple n°4 : Construction de la souche W(GhR, hb5): 

Les clones Bl et B2 sont cultives en milieu complet YPGA liquide et 
transformes par le fragment de 2022 pb Pvull du vecteur pAB3, ainsi que par le 
15 vecteur pPLlOO comme marqueur de cotransformation. Les transform ants sont 
selectionnes sur milieu W0BDIF solide. Les clones qui poussent sont ensuite 
regroupes par lots et analyses par PCR en utilisant les primers N3 (SEQ ID n°3) et 
N13 (SEQ ID n°13). De la meme faqon qu'au paragraphe precedent, les clones 
individuels sont verifies par PCR. 

20 Exemple n°5 : Construction de la souche W<hR, Lhb5): 

Le vecteur d'integration pAPl est coupe par Xbal. Les 4 clones SP1 , SP2, Cl et 
C2 sont transformes par ce fragment linearise. Les transform ants sont etales sur milieu 
YPGA. Par recombinaison homologue dans la levure, la cassette d'expression du 
cytochrome b5 humain sous la dependance du promoteur et du terminateur du gene 
25 PGK, s' integre au site intergenique Ieu2/SPL1 (Fig. 14 ). Cette recombinaison permet 
en meme temps de remplacer le gene leul-'i inactif dans le genome par LEU2 sauvage 
porte par le vecteur pAPl. Une premiere selection des transform ants se fait sur la 
restitution du gene LEU2, c'est a dire la prototrophie des transformants vis-a-vis de la 
leucine (milieu de selection W0AI). Une deuxieme selection se fait par PCR sur 1'ADN 
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genomique des transformants en utilisant les primers N9 (SEQ ID n°9) et N16 (SEQ 
ID n°16). et les conditions PCR decrites au paragrape 9. Les clones qui presentent une 
bande PCR a 1495 pb ont integre la cassette d'expression du hb5. 

- Primer N16: 5'-GCCCAGATCTATGGCAGAGCAGTCGGACG-3'(SEQ ID 
5 n°16), comporte de la base 1 a 4 une sequence GC clamp, de la base 5 a 10 un site 
Bglll et de la base 11 a 29 une sequence homologue aux nucleotides 1 a 19 (a partir 
de l'ATG) de la phase ouverte du gene du cytochrome b5 humain. 

Exemple n°6 : Construction de la souche W(GhR, Lhb5): 

La construction de cette souche est faite de la meme fagon que la souche W(hR, 
10 Lhb5) mais a partir de W(GhR. AB). La selection des transformants est faite 
directement sur milieu WOABI puis par analyse PCR sur 1'ADN genomique. 

Exemple n°7 : Construction de la souche W(R, Lhb5, Yb5): 

La souche W(R) est cultivee en milieu complet YGPA liquide et transformee 
par le vecteur pAPl linearise par Xbal. Une premiere selection des transformants se 

15 fait sur la restitution du gene LEU2, c'est a dire la prototrophic des transformants vis- 
a-vis de la leucine (milieu de selection W0A1). Une deuxieme selection se fait par PCR 
sur l'ADN genomique des transformants en utilisant les primers N9 (SEQ ID n°9) et 
N16 (SEQ ID n°16), et les conditions PCR decrites au paragraphe 9 (materiel et 
methodes). Les clones qui presentent une bande PCR a 1495 pb ont integre la cassette 

20 d'expression du hb5. Cette souche surexprime la reductase de levure en presence de 
galactose et exprime le cytochrome b5 humain sous le controle du promoteur PGK. 
L'expression du b5 endogene est inchange par rapport a la souche normale. 

Exemple n°8 : Construction de la souche W(hR, Lhb5, Yb5): 

La construction est identique a celle de la souche W(R. Lhb5. Yb5) mais on 
25 remplace la souche W(R) par la souche W(hR). 

Exemple n«9 : Niveau d'expression des cytochromes P450 dans les souches 
de levure selon 1'invention. 
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Les niveau* d'expression de deux cytochromes P450 dans les differentes souches 
sont indiques dans les tableaux II et III. De maniere surprenante, le niveau 
d'expression des cytochromes P450 est a conditions de culture equivalente 
significativement augmente dans les souches humanisees. On note que l'activite par 
5 mg de proteine est accrue proportionnellement a la fois au niveau d'expression et a la 
valeur du turnover 

Tableau II : expression du cytochrome P450 1A1 humain dans les 
microsomes d e levure humanisee. 



Souches 


P450 

<uM) 


Proteine 
(mg/ml) a 


P450 
(pmoIe/mg)b 


W(N) 


1.6 


20 


80 


W(R) 


4.5 


30 


150 


W(R. Lhb5,Yb5) 


4,1 


31 


130 


W(hR) 


4,4 


28 


155 


W(hR. Lhb5) 


5.6 


22 


260 


W(GhR,AB) 


6,6 


26 


250 


W(GhR. Lhb5) 


10.1 


29.5 


342 



a concentration en cytochrome P450 (determination spectrale) de la suspension 
10 de microsomes. 

Concentration en proteines totales de la solution de microsomes. 



Tableau III : expression du cytochrome P450 3A4 humain dans les 
microsomes de levure humanisee 



Souches 


P450 
(uM) a 


Proteine 
(mg/ml) b 


P450 j 
(pmole/mg) 


W(N) 






80 


W(R) 


10,4 


32 


320 


W(R. Lhb5,Yb5) 


9.1 


30 


300 


W(hR) 


10.5 


34 


310 


W(hR, Lhb5) 


4 


23 


180 


W(GhR.AB) 


7,4 


29 


250 


W(GhR. Lhb5) 


9 


22 


410 
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a concentration en cytochrome P450 (determination spectrale) de la suspension 
de microsomes. 

^concentration en proteines totales de la solution de microsomes. 

Exemple n°10 : Efifet de la reductase et du cytochrome b5 sur les 
5 caracteristiques enzymatiques des cytochromes P450 1 Al et 3A4 produit chez la 
levure. 

Les resultats obtenus indiquent que Tefficacite catalytique du cytochrome P450 
1 Al est optimale dans la souche haploide W(R, LHb5) qui surproduit la reductase de 
levure et produit le cytochrome b5 humain. L'adjonction de cytochrome b5 de lapin 
10 produit neanmoins une legere augmentation supplemental de Tactivite qui aneint un 
turnover de 27 pmole de metabolite/ pmole de cytochrome P450 par min. 

A rinverse des resultats obtenus avec le cytochrome P450 1A1. Tefficacite 
catalytique du cytochrome P450 3A4 est preferentiellement accrue dans les souches de 
levures exprimant la reductase humaine. La souche W (GhR, hb5) montre une efficacite 

15 catalytique optimale. Quelle que soit la nature et le niveau de la reductase, la presence 
de l'ADNc codant pour le cytochrome b5 dans le genome des souches se traduit par 
une augmentation de r efficacite catalytique (d'un facteur 2 a 20). La deletion du gene 
endogene du cytochrome b5 apparait comme un facteur fortement favorable 
particulierement en presence de b5 humain exprime. L'expression de la reductase 

20 humaine, la disruption du cytochrome b5 endogene et l'expression du b5 humain dans 
une meme souche de levure haploide constitue un ensemble particulierement favorable 
a Texpression de certains cytochrome P450 humains. en particulier le cytochrome 
P450 3A4. 

Exemple 11 : Construction de plasmides permettant la co-expression d un 
25 cytochrome P450 et du cytochrome b5 microsomal humain. 

Cet exemple decrit la construction de plasmides utilisables pour optimiser l activite 
P450 des souches de levure selon l'invention. Ces plasmides permenent Texpression 
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simultanee d'un cytochrome P450 et du cytochrome b5 microsomal humain. Tous les 
plasmides de la serie component Tensemble original des caracteres communs suivants: 

(i) La cassette d'expression du P450 est preferentieUement sous le controle 
transcriptionnel du promoteur inductible GAL10-CYC1. 

5 (ii) La cassette d'expression du cytochrome b5 est preferentieUement sous le controle 
transcriptionnel d'un des trois promoteurs suivants: GAL10-CYC1, GAPDH ou PGK. 

(iii) Deux marqueurs de selection sont presents dont Tun est preferentieUement le gene 
ADE2 de levure. 

(iv) Les deux cassettes d'expression sont separees sur le plasmide d'un cote par 
10 Torigine de replication levure, de 1'autre cote par le marqueur ADE2. Dans le cas ou 

deux promoteurs identiques de type GAL10-CYC1 sont utilises pour Texpression du 
b5 et du P450, ces promoteurs ont des orientations inversees sur le plasmide (par 
rapport a une rotation du plasmide). Deux terminateurs de transcription differents sont 
utilises. preferentieUement ceux des genes PGK et de la P450 reductase de levure. 
15 L'ensemble de ces proprietes a pour objet l'obtention de plasmides stables en 
particulier par rapport aux phenomenes de recombinaison homologue. 

Les plasmides de la serie different par la nature du promoteur utilise pour Texpression 
du cytochrome b5. Cette propriete permet de moduler les niveaux reiatifs d'expression 
et de les optimiser pour differentes conditions de culture ou applications. 

20 Exemple 11.1. Construction du plasmide pAP4 permettant Texpression dun 

P450 sous le controle du promoteur GAL10-CYC1 et du b5 humain sous promoteur 
PGK. 

Le vecteur, decrit dans la figure 15, pYeDPl/10/Hb5 f contient la POL (phase 
ouverte de lecture) du cytochrome b5 humain bordee immediatement en amont du 
25 codon d'initiation par on site Bglll et immediatement en aval du codon STOP par un 
site EcoRI. La cassette Bglll-EcoRI etant incluse dans le vecteur d'expression 
pYeDPl/10 (Cullin et Pompon, Gene. 65 (1988) 203-217). Ce vecteur est digere puj 
BamHI et Hindlll. Le fragment de 2310 pb qui contient les sequences du promoteur et 
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du terminateur du gene PGK et la sequence codant pour le cytochrome b5 humain est 
recupere puis traite par le fragment de KJenow de l'ADN polymerase afin de rendre les 
extremites bouts francs. Le vecteur P YeDP60 est digere par 1'enzyme de restriction 
EcoRV et le fragment de 5819 pb recupere. Celui-ci contient les engines de 
5 replication pour la levure et E. Coli. Ce fragment est recircularise sur lui-meme et 
donne le vecteur pAP2. Ce vecteur est digere par PvuII et le fragment de 2310 pb issu 
du vecteur P YeDPl/10/Hb5 y est insere dans l'orientation donnant le vecteur pAP3 
dont la casette d'expression est conforme a la figure 17. Ce vecteur est digere Bgll. Le 
fragment de 7012 pb est recupere. Le vecteur P YeDP60 est linearise par PvuII et la 

10 bande qui correspond au plasmide linearise est purifiee. Une culture de levure issue 
dun clone de la souche W(N) est cotransformee par le plasmide lineaire et le fragment 
de 7012 pb et des clones prototrophes pour l'uracile et I'adenine sont selectionnes. Par 
recombinaison homologue dans la levure, la cassette dexpression du cytochrome b5 
sous le controle du promoteur et du terminateur du gene PGK se substitue au site 

15 PvuII du vecteur P YeDP60 et donne le vecteur final pAP4 (figures 16 et 17). L'ADN 
plasmidique corresponds au vecteur pAP4 est recupere de la levure et utilise pour 
transformer E. coli (AmpO- Apres selection, amplification et controle de la structure 
du plasmide par restriction, la POL du cytochrome P450 d'interet est inseree dans le 
vecteur pAP4 dans la zone de clonage multiple situee entre le promoteur GAL10- 

20 CYC1 et le terminateur du gene PGK. Le plasmide resultant est utilise pour 
transformer, par selection de clones prototrophes pour I'adenine et l'uracile. la souche 
de levure receptrice choisie preferentiellement parmi celles decrites dans le present 
brevet. 

Exemple 11.2. Construction du plasmide pVD2 permettant l'expression dun 
25 P450 sous le controle du promoteur GAL10-CYC1 et du b5 humain sous promoteur 
GAPDH. 

Le vecteur P YeDPl/10/Hb5 est digere par Bgtll et EcoRI pour sortir la bande 
codant pour le cytochrome b5 humain. La bande de 417 pb correspondant a la POL du 
b5 est purifiee puis clonee dans pAB2 digere par BamHI et EcoRI. Dans le vecteur 
30 obtenu. le site EcoRI est alors detruit par digestion par EcoRI puis remplissage du site 
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a I'aide du fragment de klenow de la DNA polymerase puis recircularisation par la 
ligase .Ce plasmide de 4993 pb, est appele pVDl (figures 16 et 18). 

La cassette d'expression de pVDl est ensuite amplifiee par PCR en utilisant les 
primers N17 (SEQ ID n° 17) et N18 (SEQ ID n° 18) comme amorces. La bande 
5 amplifiee est de 1753 pb. Les primers sont concus pour ajouter aux deux extremites de 
la cassette d'expression des pieds de recombinaisons homologues a la region situee 
autour du site unique PvuII de P YeDP60. Par recombinaison homologue (voir 
exemple 11.1. et Figure 17) entre pYeDP60 linearise au site PvuII et dephosphoryle 
par la phosphatase alcaline, et la cassette d'expression amplifiee par PCR, le vecteur 
10 pVD2 conforme aux figures 16 et 19 est alors obtenu. La structure du vecteur est 
verifiee apres navette chez la levure (cou-ansformation) puis E. coli (selection et 
amplification) par digestion par PstI et HindlD. Le plasmide souhaite presentant une 
bande de digestion a 10994 pb est appele pVD2 (Figure 19). Les differentes jonctions 
de la cassette d'expression sont verifiees par sequencage a I'aide des primers N19 
15 (SEQ ID n°19) et N20 (SEQ ID n°20). 

Exemple 1.3. Construction du plasmide pVD3 permettant I'expression d'un 
P450 sous le controle du promoteur GAL10-CYC1 et du b5 humain sous promoteur 
GAL10-CYC1. 

De rneme que dans la construction precedents la POL du cytochrome b5 
20 humain est obtenue a partir de pYeDPl/10/hb5 sous forme de fragment Bglll-EcoRI. 
Cette POL est introduite par ligation entre les sites BamHI et EcoRI du plasmide 
pYeDPHO, decrit figure 15, qui contient tin bloc de sequence constitue (i) de 
sequences situees immediatement en amont de la region promotrice du gene de la 
P450 reductase de levure, (ii) du gene URA3, (iii) du promoteur GAL10-CYC1, (iv) 
25 du terminateur de transcription du gene de la P450 reductase de levure. Comme 
precedemment le site EcoRI du plasmide resultant de la ligation est detruit par 
coupure-remplissage-ligation pour dormer un plasmide de 5551 pb appele pVD3 
(Figure 20). La cassette d'expression du cytochrome b5 humain sous le promoteur 
GAL10-CYC1 est alors amplifiee par PCR grace aux amorces N17 et N18 de maniere 
30 similaire a l'exemple 12. La bande amplifiee de 2365 pb est purifiee puis introduite 
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comme precedemment par recombinaison homologue en lieu du site PvuII de 
P YeDP60 (idem que la figure 19 en substituant le promoteur GAPDH par GAL10- 
CYC1). La nature des sequences des pieds de recombinaison introduits par PCR 
impose une orientation inverse des deux cassettes GAL10-CYC1 presentent sur le 
plasmide recombine comme indique dans la description de la structure generale des 
plasmides de Invention. Le plasmide de 11595 pb. appele pVD4 et conforme a la 
figure 16 est alors selectionne apres navette levure-Ecoli La joncuon entre le 
promoteur GAL10-CYC1 et le gene du cytochrome b5 est verifiee par sequencage 
grace a l'amorce N21 (SEQ ID n°21). 

Nomenclature des souches obtenues: 



W(GhR. AB) : MA 7a. Ieu2-3,1 1 2. ade2- \,trpl-\, uraJ- 1 . 
W(hR. AB): MATa. leu2-3,\\2, ade2-\, trpJ-l. 
W(hR, hb5): MATa, leu2-3,\\2, ade2-\,trpl-\. 
W(GhR, hb5): MATa, leu2-Z.\\2,ade2A,trpl -\.ura3-\. 
15 W(hR, Uib5):MATa,ade2-l,trpl-\. 

W(GhR. Lhb5): MATa, ode2-\, trpl-\, ura3-\. 
W(R, Lhb5, Yb5) 
W(hR. Lhb5, Yb5) 

Sequences des primers utilises : 

20 (SEQ ID n°l) Nl: 5'GCGGATCCATGGGAGACAGTCACGTGGT. 

(SEQ ID n°2) N2: 5'-CGGAATTCAGATCTAGCTCCACACGTCCAGG-3 

(SEQ ID n°3) N3: 5'-CCAAGCTTGAGTTTATCATTATCAATACTCG-3'. 

(SEQ ID n°4) N4: 5'-CGGATCCTATTTATGTGTGTTTATTCGAAACTAAGTTCTTGG-3'. 

(SEQ ID n°5) N5: 5'-GGATCCGAGCGGGTAATAGCCTGGAGTTTCC-3'. 
25 (SEQ ID n°6) 

N6: 5'- CCG ACTG CTCTGCC ATG ATTGTTTG AT ATTTTATGTTGTAGTTG ATTG -3 
(SEQ ID n°7) 

N7: 5 -CCTATACATGGCAGAGGACTGAATTCTTTTTCTTCCAGAATAGCCCACAC-3 
(SEQ ID n°8) N8: 5'-GGAG ATCTGTGACATACTTCTATGCGATATAG-J. 
30 (SEQ ID n°9) N9: 5 , -TTGAAGGTTCAACATCAATTGATTG-3'. 
(SEQ ID n°10) 

N10: 5 -GTGTGGCGGCCGCCTCCTTGTCAATATTAATGTTAAAG-3'. 

(SEQ ID n°ll) Nil: 5 , -CAAGGAGGCGGCCGCCACACAAAAAGTTAGGTGT-3'. 
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(SEQ ID n°12) N12: 5^TCTGCTTCCCTAGAACCTTGTTATG-3\ 

(SEQ ID n°13) N13: 5 , -CAGATCTGCATGCCTAAAGT , TTACAG^TACC-3 , . 

(SEQ ID n°14) 

N14:3-CGGATTCTGCAGTTATTCGTTCAACAAATAATAAGCAACACC-3\ 
5 (SEQ ID n°15) N15: 5 , -CCGAATTCTGATCAGTCCTCTGCCATGTATAGG-3\ 
(SEQ ID n°16) N16: 5'-GCCCAGATCTATGGCAGAGCAGTCGGACG-3\ 
(SEQ ID n°17) N17: S'-ggcgrtacccaacttaatcgccttgcacatccccctttcgcc 
GGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCC 

Les 42 premieres bases sont homologues a la region comprise entre les bases 
10 4069 et 4113 de pYeDP60. En majuscules, bases 43-69, les nucleotides du primer sont 
homologues a la region de pUB81 comprise entre les bases 5772 et 5799 qui 
correspondent a une region du gene de URA3. 

(SEQ ID n°18) N18: 5'- gggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctGG 

CCGATTCATTAATGCAGCTGGGCGG 
15 Les 43 premieres bases sont homologues au brin complementaire de la region 

de pYeDP60 comprise entre les bases 4114 et 4157. Les bases 44 a 71 sont 

homologues a la region de pUB81 comprise entre les bases 2507 et 2538. 

(SEQ ID n°]9) N19: S'-ccccccmcgccagggaacgtgc 

Ce primer est homologue de la region entre 4102 a 4125 de pVD2 
20 correspondant a la fin de la phase ouverte de lecture du gene URA3 voisin de la 

cassene d'integration du cytochrome b5 humain sous le promoteur G APDH. 

(SEQ ID n°20) N20: 5'- cggtaggtangattgtaattctg 

Cette amorce pour le sequengage est homologue de la partie de pVD2 

comprise entre les bases 4835 et 4860 correspondant a la fin du promoteur GAPDH. 
25 (SEQ ID n°21 ) N21 : 5'- ggcatgcatgtgctctgtatg 

Cene amorce pour le sequengage est homologue a la region du promoteur 

GAL10-CYC1 situee a -120 pb de la jonction entre le promoteur GAL10-CYC1 et la 

POL du cytochrome b5 humain. 
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LISTE DE SEQUENCES 



{ 1 ) INFORMATIONS GENERALES : 

5 

(i) DEPOSANTS: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, AVENUE RAYMOND ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: (1) 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.91 

15 (A) NOM: C.N.R.S 

(B) RUE: 3, Rue Michel Ange 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75016 

20 (G) TELEPHONE: (1) 44 96 40 00 

(H) TELECOPIE: (1) 44 96 50 00 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION: SOUCHES DE LEVURES EXPRIMANT DES 
GENES HUMAINS LEUR MODE DE PREPARATION AINSI QUE LES SOUCHES 
25 INTERMEDIAIRES - 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 21 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
30 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 27 bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
45 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GCGGATCCAT GGGAGACAGT CACGTGG " 

50 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

55 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 bases 

(B) a-'PE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS : NON 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2- 
CGGAATTCAG ATCTAGCTCC ACACGTCCAG G 31 

10 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
20 (iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CCAAGCTTGA GTTTATCATT ATCAATACTC G 31 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



25 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 42 bases 
30 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



40 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CGGATCCTAT TTATGTGTGT TT ATTC G AAA CTAAGTTCTT GG 42 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 31 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) H YPOTHET I QUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
55 GGATCCGAGC GGGTAATAGC CTGGAGTTTC C 31 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 bases 

( B ) TYPE : nucleot ide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
10 (iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CCGACTGCTC TGCCATGATT GTTTGATATT TTATGTTGTA GTTGATTG <8 



15 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 



7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 50 bases 
20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CCTATACATG GCAGAGGACT GAATTCTTTT TCTTCCAGAA TAGCCCACAC 50 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 31 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (i!) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
45 GGAGATCTGT GACATACTTCT ATGCGATATA G 



31 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
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20 



25 



45 



50 



55 



44 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
TTGAAGGTTC AACATCAATT GATTG 2 5 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 38 bases 
10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
15 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 10: 
GTGTGGCGGC CGCCTCCTTG TCAATATTAA TGTTAAAG 38 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS : NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
35 CAAGGAGGCG GCCGCCACAC AAAAAGTTAG GTGT 34 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 12: 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sample 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
TCTGCTTCCC TAGAACCTTC TTATG 2 5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 31 bases 
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( B ) TYPE : nuc leo t ide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
10 CAGATCTGCA TGCCTAAAGT TTACAGTTAC C 3 1 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 2 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



20 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

CGGATTCTGC AGTTATTCGT TCAACAAATA ATAAGCAACA CC 42 



30 



40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
35 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 



CCGAATTCTG ATCAGTCCTC TGCCATGTAT AGG 



33 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
55 (iv) ANTI -SENS : NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
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20 



30 



40 



46 



GCCCAGATCT ATGGCAGAGC AGTCGGACG 2 9 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

GGCGTTACCC AACTTAATCG CCTTGCACAT CCCCCTTTCG CCGGAACGTG 50 
CTGCTACTCA TCCTAGTCC 59 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 70 bases 

(B) TYPE: nucleotide 



(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GGGAAGGGCG ATCGGTGCGG GCCTCTTCGC TATTACGCCA GCTGGCCGAT 50 
TCATTAATGC AGCTGGGCGG 70 - 

35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
45 (iv) ANTI-SENS: NON 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CCCCCCTTTC GCCAGGGAAC GTGC 2 4 

50 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

24 

CGGTAGGTAT TGATTGTAAT TCTG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 bases 
15 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
20 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

. (iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

21 

GGCATGCATG TGCTCTGTAT G 

25 
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REVINDICATIONS 

1) Souche de levure genetiquement modifiee caracterisee en ce que : 

1° Les genes cod ant pour le cytochrome b5 endogene et pour la 
cytochrome P450 reductase endogene ont ete inactives, 
5 2° ElJe contient un acide nucleique codant pour la NADPH-cytochrome 

P450-reductase humaine, 

3° Elle contient un acide nucleique codant pour le cytochrome b5 

humain. 

2) Souche selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide nucleique est 
10 unADNc. 

3) Souche selon la revendication 2 caracterisee en ce que l'un au moins des 
ADNc humains est sous controle d'un promoteur de levure constitutif ou inductible. 

4) Souche selon la revendication 3 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un 
promoteur constitutif, choisi parmi le promoteur du gene de la glyceraldehyde 

15 phosphodehydrogenase, le promoteur du gene de la phosphoglycerate kinase et le 
promoteur endogene du cytochrome b5. 

5) Souche selon la revendication 3 caracterisee en ce que le promoteur 
inductible est choisi parmi les promoteurs GAL10 et CYC1-GAL10 

6) Souche selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que l'acide 
20 nucleique codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine est integre 

dans le genome de la levure. 

7) Souche selon l'une des revendications 1 a 6 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique codant pour le cytochrome b5 humain est integre dans le genome de la 
levure. 
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8) Souche selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au moins un acide nucleique codant pour un cytochrome P450 
humain. 
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9) Souche selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
codant pour le cytochrome P450 humain est integre sur un plastnide. 

10) Souche selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre une copie supplemental de l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 
humain sur ledit plasmide ou integre dans le genome. 

11) Souche selon 1'une des revendications precedentes caracterisee en ce 
qu'elle est haploide. 

12) Souche selon 1'une quelconque des revendications 1 a 11 caracterisee en 
ce que la levure est une souche de Saccharomyces cerevisiae. 

13) Souche selon 1'une quelconque des revendications 1 a 7. 11 et 12 
caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche W(hR, hb5) qui comprend un acide 
nucleique codant pour le cytochrome b5 humain et un acide nucleique codant pour la 
NADPH-cytochrome P450-reductase humaine. 

14) Souche selon la revendication 13 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
15 codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine y est sous controle du 

promoteur du gene de la glyceraldehyde phosphodehydrogenase de levure ( souche 
W(GhR,hb5)) . 

15) Souche selon la revendication 13 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
codant pour le cytochrome b5 humain y est sous controle du promoteur du gene de la 

20 phosphoglycerate kinase de levure ( souche W(hR.Lhb5)). 

16) Souche selon 1'une des revendications 13. 14 ou 15 caracterisee en ce que 
l'acide nucleique codant pour le cytochrome b5 humain y est sous controle du 
promoteur du gene de la phosphoglycerate kinase de levure et l'acide nucleique codant 
pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine y est sous controle du 

25 promoteur du gene de la glyceraldehyde phosphodehydrogenase de levure (souche 
W(GhR, Lhb5)). 
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17) Souche selon les revendications 13 a 16 caracterisee en ce quelle 
comprend en outre au moins un acide nucleique cod ant pour un cytochrome P450 
humain. 

18) Souche selon la revendication 17 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
5 codant pour le cytochrome P450 humain est integre sur un plasmide. 

19) Souche de levure genetiquement modifiee caracterisee en ce qu'il s'agit de 
la souche W(hR, Lhb5, Yb5) qui comprend un acide nucleique codant pour le 
cytochrome b5 humain sous controle du promoteur du gene de la phosphogly cerate 
kinase de levure, un acide nucleique codant pour la NADPH -cytochrome P450- 

10 reductase humaine et un acide nucleique codant pour le cytochrome b5 de levure. 

20) Souche de levure genetiquement modifiee comprenant un acide nucleique 
codant pour la NADPH -cytochrome P450-reductase humaine et dont les genes 
codant pour le cytochrome b5 de levure et la NADPH-cytochrome P450-reductase de 
levure ont ete inactives (souche W(hR, AB)). 

15 21) Souche selon la revendication 20 caracterisee en ce que Tacide nucleique 

codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase humaine est sous controle du 
promoteur du gene de la glyceraldehyde phosphodehydrogenase de levure ( souche 
W(GhR,AB)K 

22) Procede d'obtention des souches W(hR, hb5), W(hR,Lhb5) caracterise en 
20 ce qu'il met en oeuvre la souche W(hR f AB) 

23) Procede d'obtention des souches W(GhR,hb5) et W(GhR, Lhb5) 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre la souche W(GhR, AB). 

24) Procede devaluation de la toxicite d'un compose caracterise en ce que : 

- le dit compose est mis en presence d'une levure selon Tune des 
25 revendications 1 a 18 ou d'une preparation enzymatique derivee d'une telle levure et 

- on analyse les metabolites produits quant a leur toxicite. 
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25) Methode de determination in vitro des metabolites humain d un compose 

chimique caracterisee en ce que : 

- le dit compose est mis en presence d'une levure selon l'une des 
revendications 1 a 18 ou d'une preparation enzymatique derivee d'une telle levure et 
5 - on analyse les metabolites produits. 

26) Plasmide caracterise en ce qu'il permet l'expression simultanee d'un 
cytochrome P450. de preference humain, et du cytochrome b5 microsomal humain. 

27) Plasmide selon la revendication 26 caracterise en ce que: 

(i) la cassette d'expression du P450 comprend preferentiellement le 

10 promoteur GAL10-CYC1, 

(ii) la cassette d'expression du b5 comprend preferentiellement 1'un des 

promoteurs GAL10-CYC1 , PGK ou GAPDH, et. 

(iii) lorsque le meme promoteur est utilise deux fois, les deux copies 
sont presentes dans des orientations inversees sur le plasmide. 

15 28) Plasmide selon la revendication 27 caracterise en ce que les deux cassettes 

d'expression sont separees sur le plasmide d'un cote par 1'origine de replication levure. 
de l'autre cote par au moins un marqueur de selection levure. 

29) Souche de levure transformer par un plasmide selon l'une des 
revendications 26 a 28. 

20 30) Souche de levure selon la revendication 29 depourvue du gene endogene 

du cytochrome b5 microsomal. 
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